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= (54) Title: METHOD FOR TESTING SAMPLES CONTAINING PRION PROTEIN FOR THE POSSIBLE PRESENCE OF THE 
= PRP*: FORM 



= (54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR UNTERSUCHUNG VON PRION-PRCTEIN ENTHALTENDEN PROBEN AUF DAS 
EVENTUELLE VORLIEGEN DER PrP^-FORM 

^jj (57) Abstract: The invention relates to a method for testing samples containing prion protein for the possible presence of the PrP 56 
^ form, according to which: (Step a) the sample is mixed with protease in order to digest protease-sensitive proteins or protein regions; 

(Step b) after digestion, it is tested whether the sample contains the region PrP 27-30 of the prion protein, which is resistant in the 
^ PrP 50 form of the prion protein protease, and the presence of Pr?^ in the sample is established based on the positive detection of PrP- 
%f) 27-30. The inventive method is characterized in that, during Step b, the sample is additionally tested in order to determine whether 
V«0 a complete digestion of the protease-sensitive region of the prion protein has occurred. 
00 

^ (57) Zusammenfassung: Ein Verfahren zur Untersuchung von Prion-Protein enthaltenden Proben auf das eventuelle Voriiegen der 
g Prpsc_p6nn, bei dem (Schritt a) die Probe mit Protease versetzt wird zur Verdauung Protease sensitiver Proteine bzw. Proteinbereiche, 

die Probe (Schritt b) nach Verdauung darauf uberpruft wird, ob in ihr der Bereich PrP 27-30 des Prion-Proteins enthalten ist, der in 
Q der PrP Sc -Form des Prion-Proteins Protease resistent ist und aus dem positiven Nachweis von PrP 27-30 auf das Voriiegen von PrP 5 ' 

in der Probe geschlossen wird, ist dadurch gekennzeichnet, dass im Schritt b) die Probe zusfltzlich darauf uberpruft wird, ob eine 
^ vollstandige Verdauung des Protease sensitiven Bereichs des Prion-Proteins stattgefunden hat 
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Verfahren zur Untersuchung von Prion-Protein enthaltenden Proben auf das 
eventuelle Vorliegen der PrP Sc -Form 



Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren nach dem Oberbegriff des Anspru- 
ches 1. 

Gattungsgemafle Verfahren werden z.Zt. insbesondere bei Screening- 
Untersuchungen von Saugetieren, z.B. Schlachtvieh, auf Ubertragbare, degenera- 
tive neurologische Erkrankungen angewandt. Solche Erkrankungen, die unter 
dem Begriff spongiforme Enzephalopatien oder auch Prionerkrankungen zusam- 
mengefaBt werden, treten als BSE bei Rindern und z.B. als Scrapies bei Schafen, 
oder als Kuru oder Creuzfeldt-Jakob-Krankheit bei Menschen auf. 

Wie oben erwahnt sind Prionerkrankungen Ubertragbar, wobei die InfektiiJsitat 
noch nicht vollstandig geklart ist. Als einziges mil dem infektiosen Agens asso- 
ziiertes Molektll wurde bislang ein krankheitsspezifisches Prion-Protein (PrP Sc ) 
gefunden, das eine abnorme Isoform eines normalen Saugetierproteins (PrP c ) un- 
bekannter Funktion ist. Beide Isoformen PrP Sc und PrP c stimmen beziiglich Mo- 
lekulargewicht und Aminosiluresequenz Uberein. Sie unterscheiden sich in ihrer 
raumlichen Faltung. 

Viele Indizien, insbesondere die Abwesenheit von anderen MolekUlen aufier 
PrP Sc im Prion und vor allem die Abwesenheit von Nukleinsauren, deuten dar- 
aufhin, daB PrP Sc wahrscheinlich die zentrale Rolle bei der Ausl6sung der oben 
genannten Krankheiten zukommt. Es wird angenommen, dafl PrP Sc -Proteine in 
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der Lage sind, normale PrP c -Proteine in die krankheitsspezifische Faltung zu 
konvertieren, was die Infektiositat von PrP Sc -Proteinen erklaren wOrde. 

GattungsgemaBe Tests gehen daher von PrP Sc als zentralem Krankheitsmolekul 
aus und UberprUfen, ob das z.B. in einer Hirnprobe eines Saugetiers enthaltene 
Prion-Protein auch in der PrP Sc -Form vorliegt. Falls ja, wird davon ausgegangen, 
daB das Saugetier, dem die Probe entnommen wurde, infiziert war. 

Dabei enthalten, wie erwahnt, Proben aus infizierten Quellen nicht ausschlieBlich 
PrP Sc sondem daneben auch Prion-Protein in der PrP c -Form .Wahrend des Ver- 
fahrens muB also eine Differenzierung zwischen der PrP° und der eventuell vor- 
liegenden PrP Sc -Form erfolgen. 

In diesem Zusammenhang macht man sich zunutze, dafl die PrP c -Form vollstan- 
dig Protease-verdaubar ist, wahrend bei der PrP Sc -Form nur ein C-terminaler Be- 
reich Protease sensitiv und ein als PrP 27-30 bezeichneter Bereich des Prion- 
Proteins Protease resistent ist. 

Bei herkommlichen Tests wird daher die zu untersuchende Probe zunachst in ei- 
nem ersten Schritt (Schritt a) mit einer Protease verdaut, wobei davon ausgegan- 
gen wird, daB nach Verdauung in der Probe keine Protease sensitiven Bereiche 
des Prion-Proteins mehr enthalten sind und bei infektiOsem Probematerial nur der 
Protease resistente Bereich PrP 27-30 der PrP Sc -Form tlbrig bleibt. Dementspre- 
chend wird nach der Verdauung in einem weiteren Schritt (Schritt b) lediglich 
uberpruft, ob der Bereich PrP 27-30 in der Probe nachzuweisen ist oder nicht. 
Zum Nachweis werden z.B. spezifische im Bereich PrP 27-30 bindende Antikflr- 
per eingesetzt. Eventuell gebildete Antik6rper-PrP 27-30-Komplexe werden dann 
mittels herkOmmlicher Methoden z.B. Elisa-Tests (Moynagh und Schim- 
mel;Nature 1999 Jul 8; 400 (6470): 105) nachgewiesen. Ist der Nachweis positiv, 
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d.h. lassen sich z.B. AntikOiper-PrP 27-30 Komplexe nachweisen, so wird davon 
ausgegangen, daB die Probe PrP Sc enthait und daB der Organismus, aus dem die 
Probe stammt, infiziert war. 

Ein Problem bei den herkommlichen Tests ist, daB sie mit einem indirekten 
Nachweis arbeiten. Mit anderen Worten, aus der Tatsache, daB nach der Verdau- 
ung ggf. noch PrP 27-30 nachweisbar ist, wird geschlossen, daB es sich um den 
entsprechenden Protease resistenten Bereich aus PrP Sc handelt, ohne daB die ein- 
gesetzte Methode diesen sicher von einem aus PrP c stammenden Bereich diffe- 
renzieren kann. Unter ungQnstigen Umstanden, z.B. bei schwierig zu bearbeiten- 
dem Probematerial, kann es theoretisch zu falsch positiven Ergebnissen kommen. 

Aufgabe der Erfindung ist es, gattungsgemaBe Verfahren so weiterzubilden, daB 
eine sicherere Aussage mOglich ist. 

GelOst wird die Aufgabe mit einem Verfahren, das die kennzeichnenden Merk- 
male des Anspruches 1 aufweist. 

Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren ist vorgesehen, dafl nach dem Verdau- 
ungsschritt (Schritt a) die Probe in Schritt b nicht nur darauf iiberpriift wird, ob in 
ihr der Bereich PrP 27-30 enthalten ist, sondem zusatzlich gepriift wird, ob in der 
Probe noch Protease-sensitive Bereiche des Prion-Proteins enthalten sind. 

Das erfindungsgemafie Verfahren erlaubt damit, gleichzeitig eine Aussage tiber 
das eventuelle Vor- bzw. Nichtvorliegen von PrP 27-30 in der verdauten Probe 
und eine Aussage dariiber, ob die Verdauung vollstandig war oder nicht. 

Der positive Nachweis von PrP 27-30 in einer verdauten Probe wird nur dann als 
Hinweis auf PrP Sc gewertet, wenn gleichzeitig in der verdauten Probe keinerlei 
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Protease sensitive Bereiche des Prion-Proteins mehr nachweisbar sind. Lassen 
sich solche Protease sensitiven Bereiche auch nach Verdauung noch in der Probe 
nachweisen, so ist der eventuelle Nachweis von PrP 27-30 kern eindeutiger Hin- 
weis auf PrP Sc sondern konnte auch bedeuten, dafl ein entsprechende Bereich der 
PrP c -Form nicht vollstfindig verdaut war. In diesem Fall miiflte die Probe noch 
einmal untersucht werden mit z.B. hOheren Proteasekonzentrationen oder lange- 
ren Verdauungszeiten. 

Mit dem erfindungsgemafien Verfahren lassen sich also falsch positive Untersu- 
chungsergebnisse in besonders sicherer und einfacher Weise ausschlteflen. Gera- 
de bei seltenen Infektionskrankheiten wie Prionenerkrankungen hangt die Aussa- 
gekraft eines Tests wesentlich davon ab, dafl falsch positive Resultate minimiert 
werden. 

In einer bevorzugten Ausgestaltung der Erfindung erfolgt der Nachweis von PrP 
27-30 bzw. Protease sensitiver Bereiche des Prion-Proteins mittels spezifisch in 
den jeweiligen Bereichen am Prion-Protein-bindenden Molekttlen, die im folgen- 
den als Molekul A (spezifisch fttr einen Protease-sensitiven Bereich) und Mole- 
kill B (spezifisch fur den Bereich PrP 27-30) bezeichnet werden sollen. 

Ein ubliches Verfahren gemSB dieser Ausgestaltung sieht vor, dafl in Schritt a die 
Verdauung der Probe erfolgt und in Schritt b die MolekQle A und B der verdau- 
ten Probe zugesetzt werden und uberpriift wird, ob sich in der Probe Komplexe 
aus dem Prion-Protein mit dem MolekUl A und/oder B gebildet haben. In AbhSn- 
gigkeit davon, ob und welche Komplexe sich gebildet haben, erfolgt dann die 
Auswertung. 

Lassen sich nur Komplexe aus MolekUl B und Prion-Protein nachweisen, so ent- 
hHlt die Probe PrP Sc . Liegen zusatzlich Komplexe vor, die das Molekul A enthal- 
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ten, so besteht die Gefahr eines falsch positiven Ergebnisses. Lassen sich keine 
Komplexe oder nur Komplexe mit Molekiil A finden, so ist die Probe negativ. 

AIs Molekule A und B kOnnen insbesondere Antikorper (im folgenden mit Anti- 
kOrper A und B bezeichnet), die spezifisch die entsprechenden Bereiche des 
Prion-Proteins erkennen, eingesetzt werden. Genauso gut ist es aber auch mog- 
lich, daB andere spezifisch bindende Molekule z.B. RNA-Molekule eingesetzt 
werden. 

AntikOrper, die PrP 27-30 erkennen, sind ausfiihrlich beschrieben und dokumen- 
tiert. Es wird daher an dieser Stelle nicht niher darauf eingegangen. 

AntikOrper die den Protease-sensitiven N-terminalen Bereich des PrP erkennen 
sind z.B. aus "Brain Research, 545, (1991) 319-321 (Antiserum anti-PrP-N), 
"Brain Pathol. 2002; 12: 1-11 (Antikorper FH11, BG4)", "Proc. Natl. Acad. Sci. 
Vol. 95 pp. 8812-8815, Juli 1998 (Antik&rper 5B2)" oder "Biochemical and Bio- 
physical Research Communications 273, 136-139 (2000) (AntikOrper 8B4)" be- 
kannt. Die genannten VerOffentlichungen beschreiben die Eigenschaften der An- 
tikorper sowie ihre Herstellung. 

Der Nachweis der gebildeten Komplexe kann standardmaflig erfolgen. Zumeist 
ist vorgesehen, dafi eine der beiden Komponenten des gebildeten Komplexes trS- 
gergebunden ist. 

Denkbar ist z.B., daB das Probematertal nach Verdauung z.B. an einer Mikroti- 
terplatte oder an Beads immobilisiert wird und eine Detektion mit markierten 
Molekulen A und B, insbesondere AntikOrpern A und B, vorgenommen wird. Die 
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vorzugsweise eingesetzten Antikorper kOnnen in einem Ansatz gleichzeitig oder 
nacheinander mit dem Probematerial inkubiert werden. Genausogut ist es mflg- 
lich zwei parallele Ansatze durchzufuhren, in denen jeweils einer der beiden An- 
tikorper A oder B zugesetzt wird. 

Denkbar ist natUrlich auch, die Molekule A und B, bevorzugt die Antikorper A 
und B, jeweils auf Chips zu immobilisieren, die in AbhSngigkeit von einer an 
ihrer Oberflache erfolgenden molekularen Interaktion ein meBbares Signal erzeu- 
gen. Solche Chips sind aus der EP 887645 bekannt. Werden solche Chips, an die 
jeweils z.B Antikttrper A bzw B immobilisiert sind, mit dem nach Verdauung 
erhaltenen Probematerial inkubiert, so laflt sich auf einfache Weise messen, z.B. 
anhand der optischen Lichtbrechung, ob das Probematerial von den auf den Chips 
immobilisierten Antikflpern gebunden wurde oder nicht 

Bevorzugt wird zum Nachweis ein Sandwichimmunoassay durchgefiihit Grund- 
satzlich kommen bei solchen Sandwichimmunoassays jeweils zwei AntikOrper 
pro Analyt zum Einsatz, die an zwei unterschiedliche Epitope des Analyten ge- 
bunden werden, Einer der Antikfirper ist in der Regel immobilisiert und dient zur 
Kopplung des Analyten an eine Festphase, wahrend der andere als Detektionsan- 
tikorper dient und mit einer Markierung versehen ist. 

Im vorliegenden Fall wird in diesem Zusammenhang neben den AntikOrpern A 
und B, die die unterschiedlichen Bereiche des PrP erkennen, zusatzlich noch ein 
weiterer Antikorper C vorgesehen, der PrP 27-30 erkennt, wobei allerdings das 
von diesem Antikorper C erkannte Epitop ein anderes ist als das von Antikorper 
B erkannte. 
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Es gibt nun eine Reihe unterschiedlicher MOglichkeiten: 

Denkbar ist Antikorper C auf einem TrSger zu immobilisieren, den TrSger dann 
mit dem nach Verdauung erhaltenen Probematerial zu inkubieren und dann zur 
Detektion markierte Antikorper A und B zuzusetzen. 

Eine andere MSglichkeit ist, die Antikorper A und B auf einem TrBger zu immo- 
bilisieren und dann nach Inkubation des Tragers mit dem Probematerial zur De- 
tektion markiertem Antikorper C zuzusetzen. 

Im Hinblick auf die erforderliche Auflosung der Signale, auf eine Standardisie- 
rung und auch generell im Hinblick auf Probleme, die mit einer Triplekinetik 
einhergehen, kOnnten die beiden letztgenannten Varianten mit Problemen ver- 
bunden sein. 

Diesen Problemen kann man dadurch begegnen, daB man die Reaktionen trennt, 
z.B. 5 daft man die Antikorper auf unterschiedlichen TrSgern immobilisiert und die 
Inkubationen in unterschiedlichen Ansatzen durchfllhrt. 

Denkbar ist gemaB einer besonders bevozugten Ausgestaltung aber auch, dafi das 
nach Verdauung erhaltene Probematerial in einem Ansatz zuerst mit immobili- 
sierten Antikorpern A und dann mit immobilisierten Antikorpern B inkubiert 
wird. Zur Detektion wird wie oben beschrieben markierter AntikOrper C zuge- 
setzt. Bei dieser Ausgestaltung erreicht man durch die zeitliche Staffelung auf 
einfache Weise, daB eventuell vorhandene Protease-sentitive Bereiche des PrP 
zunachst an die spezifischen Antikorper A binden kflnnen, ohne daB die Bin- 
dungskinetik durch einen gleichzeitigen Angriff der als Molekiil B dienenden 
Antikorper auf den Protease-resistenten Bereich gestOrt wird. 
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Denkbar ist z.B. die Probe nacheinander mit Beads zu versetzen, die mit den be- 
treffenden AntikOrpern markiert sind, oder den Ansatz mit einer Einrichtung 
durchzufuhren, bei der das Probematerial im Durchflufl nacheinander mit rSum- 
lich getrennten Bereichen in der Einrichtung kontaktiert wird, in denen jeweils 
die Antikorper A bzw. B immobilisiert sind. 

Wie oben angesprochen, erfolgt der Nachweis eventuell gebildeter Komplexe 
mittels markierter Molekule, insbesondere markierter AntikOrper. LSBt sich auf 
einem Trager eine Markierung nachweisen bzw. erkennen, so ist dies ein Zei- 
chen, dad der betreffende mit der nachgewiesen Markierung versehene AntikCJr- 
per gebunden wurde, was in Abhangigkeit von dem Testaufbau ein Indiz fur das 
Vorliegen eines bestimmten Komplexes gewertet werden kann. 

Die Molekiile A und B, bzw der AntikOrper C kOnnen mit z.B. gleichen oder un- 
terschiedlichen Fluoreszenzmarkierungen oder mit Enzymen (Elisa) bzw. mit 
anderen geeigneten Markierungen markiert sein. Grundsatzlich sind alle Markie- 
rungen geeignet, die sich direkt oder indirekt nachweisen bzw. messen lassen. 
Die unterschiedlichen Moglichkeiten, Molekule insbesondere AntikOrper in ge- 
eigneter Weise fiir obige Verfahren zu markieren und im Rahmen der Verfahren 
nachzuweisen sind dem Fachmann bekannt. Es soil daher an dieser Stelle nicht 
naher darauf eingegangen werden 
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patentansprCche 

1. Verfahren zur Untersuchung von Prion-Protein enthaltenden Proben auf 
das eventuelle Vorliegen der PrP Sc -Form, bei dem 

a) die Probe mit Protease versetzt wird zur Verdauung Protease 
sensitiver Proteine bzw. Proteinbereiche, 

b) die Probe nach Verdauung darauf uberprilft wird, ob in ihr 
der Bereich PrP 27-30 des Prion-Proteins enthalten ist, der in der 
PrP Sc -Form des Prion-Proteins Protease resistent ist und 

c) aus dem positiven Nachweis von PrP 27-30 auf das Vorlie- 
gen von PrP Sc in der Probe geschlossen wird, 

dadurch gekennzeichnet, daB im Schritt b) die Probe zusatzlich darauf 
uberpruft wird, ob eine Verdauung des Protease sensitiven Bereichs des 
Prion-Proteins stattgefunden hat. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB im Schritt b) 
die Probe mit an das Prion-Protein bindenden Molekulen A und B versetzt 
wird, wobei MolekUl A in einem Protease sensitiven Bereich des PrP- 
Proteins bindet, und Molekul B im Bereich PrP 27-30 bindet, und eventu- 
al in der Probe gebildete Komplexe aus Prion-Protein und den Molekulen 
A und/oder B nachgewiesen werden. 



3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die in Schritt 
b) eingesetzten MolekUle A und/oder B AntikOrper sind. 
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4. Verfahren nach ein Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB der Nach- 
weis der gebildeten Komplexe aus Prion-Protein und den Molekulen A 
und B in einem Sandwichimmunoassay erfolgt 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dafl die Probe 
nach Verdauung zuerst mit immobilisierten als MolekUle A dienenden 
AntikOrpern, dann mit immobilisierten als Molekiile B dienenden AntikOr- 
pern in Kontakt gebracht wird, und dann mit einem markiertem PrP 27-30 
erkennenden AntikQrper eventuell gebildete Komplexe aus Prion-Protein 
und immobilisierten AntikOrper nachgewiesen werden. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 2-4, dadurch gekennzeichnet, daB 
im Schritt b) zunachst die Probe in zwei Ansfitze aufgeteilt wird und jedem 
der AnsStze dann jeweils die MolekUle A oder B zugesetzt werden. 
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= (54) Title: METHOD FOR TESTING SAMPLES CONTAINING PRION PROTEIN FOR THE POSSIBLE PRESENCE OF THE 
SI PRpscFORM 



(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR UNTERSUCHUNG VON PRION-PROTEIN ENTHALTENDEN PROBEN AUF DAS 

EVENTUELLE VORLIEGEN DER PrP^-FORM 

^jj (57) Abstract: The invention relates to a method for testing samples containing prion protein for the possible presence of the PrP 5 ' 
^ form, according to which: (Step a) the sample is mixed with protease in order to digest protease-sensitive proteins or protein regions; 
^ (Step b) after digestion, it is tested whether the sample contains the region PrP 27-30 of the prion protein, which is resistant in the 
fonn of the P" 0 " P 110 ^ 11 protease, and the presence of PrP* in the sample is established based on the positive detection of PrP 
\f) 27-30. The inventive method is characterized in that, during Step b, the sample is additionally tested in order to determine whether 
\© a complete digestion of the protease-sensitive region of the prion protein has occurred. 
00 

(57) Zusammenfassung: Ein Verfahren zur Untersuchung von Prion-Protein enthaltenden Proben auf das eventueUe Vorliegen der 
g PrP^-Form, bei dem (Schritt a) die Probe mi t Protease versetzt wird zur Verdauung Protease sensitiver Proteine bzw. Proteinbereiche, 

die Probe (Schritt b) nach Verdauung darauf uberpriift wird, ob in ihr der Bereich PrP 27-30 des Prion-Proteins enthalten ist, der in 
Q der PrP^-Form des Prion-Proteins Protease resistent ist und aus dem positiven Nachweis von PrP 27-30 auf das Vorliegen von PrP 56 

in der Probe geschlossen wird, ist dadurch gekennzeichnet, dass im Schritt b) die Probe zusatzlich darauf uberpriift wird, ob eine 
^ voilstandige Verdauung des Protease sensitiven Bereich s des Prion-Proteins stattgefunden hat 



